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RESUMO 
 
 Este trabalho descreve a investigação fitoquímica e também biológica de 
extratos provenientes das folhas de Pachystroma longifolium; espécie da família 
Euphorbiaceae que não apresenta esses estudos previamente publicados. O 
objetivo foi isolar e identificar metabólitos secundários dessa espécie e, 
adicionalmente, testar os extratos quanto à inibição de células tumorais e de 
catepsinas humanas. Substâncias isoladas também foram ensaiadas nesse último 
teste. Apesar do grande número de medicamentos que são lançados no mercado ao 
longo dos anos, muitos se tratam apenas de pequenas modificações químicas em 
moléculas já utilizadas como fármacos. Consequentemente, diversas doenças ainda 
têm uma terapêutica inefetiva e a necessidade de inovação existe. Os produtos 
naturais continuam sendo a fonte mais promissora para desenvolvimento de novos 
medicamentos, devido à complexidade e diversidade das substâncias, e ao grande 
potencial de uma biodiversidade ainda pouco explorada; visto que muitas espécies 
de plantas, por exemplo, ainda não foram estudadas, como era o caso de P. 
longifolium até o presente trabalho. A metodologia cromatográfica levou ao 
isolamento dos compostos loliolida (1), galato de etila (2), ácido gálico (3) e 
protocatecuato de metila (4); além da identificação em mistura de α-amirina (5), -
amirina (6), lupeol (7) e sitosterol (8). O extrato bruto, hexânico e acetato de etila das 
folhas foram ensaiados frente às catepsinas K, L e V, enquanto somente o extrato 
bruto foi testado para inibição de células tumorais. Os resultados mais satisfatórios 
foram obtidos para inibição de catepsina V, para a qual todos os extratos 
apresentaram pelo menos 50% de inibição nas concentrações de 500, 250, 125, 50 
e 25 μg/mL. Para o ensaio de citotoxicidade, o extrato bruto, na concentração de 1 
mg/mL, foi considerado inativo. As quatro substâncias isoladas foram testadas frente 
às catepsinas K, L e V, contudo não apresentaram resultados positivos.  
 
Palavras-chave: Pachystroma longifolium. Produtos Naturais. Euphorbiaceae. 
Catepsinas. Câncer.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
 This work describes the phytochemical and biological investigations of 
extracts of leaves of Pachystroma longifolium; specie of the Euphorbiaceae family 
that doesn’t present previously published these studies. The aim was to isolate and 
identify secondary metabolites of this specie and, farther, to test the extracts for 
inhibition of tumor cells and human cathepsins. Isolated substances were tested too. 
Despite the large number of drugs that come on the market over the years, many of 
them are only small rearrangements in chemical molecules already used as drugs. 
So, various diseases have still ineffective therapy and the need for innovation exists. 
Natural products continue to be the most promising source for new drug 
development, due to the complexity and diversity of substances, and the great 
potential of an unexplored biodiversity; since many species of plants, for example, 
have not been studied as the case of P. longifolium to the present work. The 
chromatographic method led to the isolation of compounds: loliolide (1), ethyl gallate 
(2), gallic acid (3) and protocatechuate methyl (4). Also α-amyrin (5) -amyrin (6), 
lupeol (7) and sitosterol (8) were identified in the mixture.  The crude, hexane and 
ethyl acetate extracts of leaves were tested against cathepsins K, L and V, while only 
the crude extract was tested for inhibition of tumor cells. The most satisfactory results 
were obtained for inhibition of cathepsin V, to which all of the extracts showed at 
least 50% of inhibition at concentrations of 500, 250, 125, 50 and 25 μg/mL. For the 
cytotoxicty assay, the crude extract, at concentration of 1 mg/mL, was considered 
inactive. Four isolated substances were tested against the cathepsins K, L and V, 
however did not show positive results.  
 
Keywords: Pachystroma longifolium. Natural products. Euphorbiaceae. Cathepsins. 
Cancer.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Necessidade de novos fármacos e importância de produtos naturais 
  
Ao longo dos anos, avanços significativos na terapêutica aconteceram, 
todavia a carência por novos fármacos para combate de certas doenças persiste e 
pode ser exemplificada por citações de diversos autores. De acordo com DE PAUW 
(2000), “com o aumento do número de fungos patógenos e o crescente problema de 
resistência, novos agentes antifúngicos são requeridos”. COSTA-LOTUFO, 
MONTENEGRO, ALVES et al (2010) relatam que “a melhora no tratamento sistêmico 
de tumores mais frequentes em adultos (pulmão, mama, cólon, pâncreas) não sofreu 
grandes avanços, resultando em índices altos de mortalidade”. Por fim, o problema 
da resistência bacteriana é abordado por LOUNIS, VEZIRIS e CHAUFFOR (2006): 
“No tratamento de tuberculose, [...] houve aumento na taxa de resistência aos 
fármacos atuais. Há necessidade de novos fármacos [...]”.  
Um considerável número de medicamentos é lançado no mercado, contudo 
tem-se que mais de 70% correspondem a modificações químicas, feitas pelas 
indústrias farmacêuticas, em moléculas já utilizadas como fármacos; são os 
chamados medicamentos me too (FREITAS, 2009, QUEIROZ e VASCONCELOS, 
2008). Frequentemente, eles não demonstram nenhum benefício significativo em 
relação aos agentes terapêuticos previamente utilizados (KISSIN, 2013, GAGNE e 
CHOUDHRY, 2011). 
Sendo assim, a necessidade de inovação existe e, em tal situação, “a 
contribuição dos produtos naturais para o surgimento e desenvolvimento da 
farmacoterapia é inquestionável” (SOUZA, MELLO, LOPES, 2012). Na verdade, o 
uso de tais produtos com propriedades terapêuticas é tão antigo quanto à civilização 
humana (RATES, 2001) e as plantas, especialmente, são a origem da descoberta de 
vários medicamentos.  
Um exemplo clássico é a morfina (I) (Figura 1), extraída do ópio de Papaver 
somniferum, hoje utilizada como potente analgésico, mas que exibe relatos desde 
4.000 a.C. (HOSTETTMANN, QUEIROZ, VIEIRA, 2003). Em 1804, o farmacêutico 
Friedrich Serturner isolou esse primeiro composto puro e farmacologicamente ativo, 
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sendo iniciada, então, a possibilidade de fármacos serem purificados a partir de 
plantas, estudados e administrados em dosagens precisas (LI e VEDERAS, 2009, 
BARREIRO e BOLZANI, 2009).   
É o caso de várias outras substâncias utilizadas atualmente como fármacos 
importantes e de sucesso, a exemplo de: vincristina e vimblastina para tratamento 
de câncer e extraídas de Catharantus roseus (MA e WANG, 2009); e a fisostigmina, 
proveniente das sementes de Phisostigma venenosus e usada contra miastenia 
grave e glaucoma (Figura 1).  
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Figura 1. Estruturas químicas das moléculas de morfina (I), fisiostigmina (II), vincristina (III) e 
vimblastina (IV).  
Essas moléculas orgânicas, conhecidas como metabólitos secundários, 
diferentemente dos produtos do metabolismo primário (carboidratos, lipídios, 
proteínas), são ditas não fundamentais para o crescimento e desenvolvimento da 
planta, entretanto contribuem para a manutenção da mesma, ao passo que estão 
envolvidas em processos de proteção contra herbívoros/predadores, bactérias e 
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fungos, também contra radiação ultravioleta e outras condições adversas; além de 
poderem atuar como agentes atratores de polinizadores para disseminação da 
espécie e inibirem o crescimento de plantas vizinhas as quais poderiam competir por 
nutrientes (FATORUSSO e TAGLIATELA-SCAFATI, 2008). Dessa forma, por 
desempenharem tantas funções distintas, os metabólitos secundários são 
interessantes fontes de fármacos.  
Em termos de grandes indústrias farmacêuticas, houve certo decréscimo em 
pesquisa de produtos naturais, por volta das últimas duas décadas, devido a 
situações como a forte pressão existente para a descoberta rápida e rentável de 
novos fármacos. Entretanto, por todo o processo laborioso que exigem para 
isolamento, identificação e confirmação de atividade biológica, produtos de origem 
natural geralmente não se encaixam no primeiro quesito. A situação, porém, vem 
mudando devido aos inúmeros recursos naturais ainda inexplorados, aos novos 
métodos de triagem biológica, as tecnologias de biologia celular e também a 
automatização de técnicas de separação e análise estrutural. Tudo isso proporciona 
recursos, direciona e acelera as pesquisas, e, consequentemente, redesperta 
interesse dessas indústrias para a descoberta de novos produtos naturais (LI e 
VEDERAS, 2009, HARVEY, 2008, KOEHN e CARTER, 2005). Além disso, mesmo 
tendo gerado um bom retorno para as companhias farmacêuticas inicialmente, os 
medicamentos me too demonstraram queda nos lucros com o passar do tempo, 
revelando que a verdadeira inovação na descoberta de fármacos é uma 
necessidade de sobrevivência para essas companhias (BENNANI, 2011). 
Dessa forma, apesar do grande avanço da síntese orgânica e da química 
combinatória e o intenso investimento, por parte das indústrias, nessas 
metodologias, o fato de os produtos naturais se apresentarem como os maiores 
detentores de diversidade e complexidade químicas (HARVEY, 2000) garante seu 
futuro como principal fonte de agentes terapêuticos ainda por muitos anos 
(PATERSON e ANDERSON, 2005).  
Em sua mais recente pesquisa, NEWMAN e CRAGG (2012) reafirmam a 
importância dos produtos naturais como fonte de novos fármacos. Considerando a 
manutenção da estrutura química da substância, alguma modificação na mesma, ou 
apenas sendo modelo para uma síntese total, os produtos naturais estão envolvidos 
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em mais de 50% dos novos fármacos lançados durante o período de 1981 a 2010.  
 
1.2 Biodiversidade, Mata Atlântica e conservação 
 
Biodiversidade corresponde à variedade e a variabilidade que existem entre 
os organismos do planeta e engloba, além de outros fatores, a diversidade de 
espécies de fauna e flora. “A vida humana depende diretamente da biodiversidade, 
pois ela é fonte de alimentos, medicamentos, além de diversas outras facilidades 
para a vida nas sociedades contemporâneas” (ROY apud SOUZA, MELLO, LOPES, 
2012).   
O Brasil apresenta entre 15 e 20% de toda a biodiversidade mundial 
(BARREIRO e BOLZANI, 2009) e um de seus biomas, a Mata Atlântica, exibe um 
dos mais altos graus de riqueza de espécies e taxa de endemismo do planeta 
(RIBEIRO, METZGER, MARTENSEN et al, 2009), sendo considerada um dos atuais 
34 hotspots mundiais de biodiversidade (Conservation International, 2013).  
Hotspots de biodiversidade, termo utilizado pela primeira vez por Norman 
Myers em 1988, são áreas que concentram grande número de espécies e também 
elevado endemismo. Para a classificação de um bioma como hotspot, dois critérios 
devem ser atendidos: a área precisa conter, como endêmicas, pelo menos 0,5% ou 
1.500 das 300.000 espécies de plantas estimadas do planeta; e deve ter perdido 
pelo menos 70% do seu habitat original (MYERS, MITTERMEIER, da FONSECA et 
al, 2000, Conservation International, 2013). 
A Mata Atlântica encaixa-se em tal conceito, pois estendia-se quase 
continuamente desde o Rio Grande do Norte e Ceará até o Rio Grande do Sul, 
entretanto já perdeu mais de 93% de sua área e menos de 100.000km2 remanesce 
(TABARELLI, PINTO, SILVA  et al, 2005). Embora tenha sido em grande parte 
destruída, a floresta ainda abriga mais de 8.000 espécies de plantas endêmicas, 
contando com uma das maiores taxas de endemismo do mundo. Além disso, sabe-
se que nestes tipos de vegetação, altamente heterogêneas e diversificadas, devem 
existir muitas espécies desconhecidas (MYERS, MITTERMEIER, da FONSECA et al, 
2000).  
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Mesmo ostentando o título de ser um dos biomas mais degradados do planeta 
e correr sérios riscos de extinção (HANAZAKI, TAMASHIRO, LEITÃO-FILHO et al, 
2000), a garantia da preservação da Mata Atlântica ainda é insuficiente. Apesar de a 
preocupação e as iniciativas para conservação terem crescido nas últimas décadas 
(TABARELLI, PINTO, SILVA  et al, 2005, RIBEIRO, METZGER, MARTENSEN et al, 
2009), a biodiversidade, em geral, continua em declínio (BUTCHART, WALPOLE, 
COLLEN et al, 2010). Visto ser considerada uma fonte de substâncias 
biologicamente ativas, o desaparecimento dessa biodiversidade leva, por 
consequência, a perda de muitas informações biológicas e de caráter terapêutico. 
Portanto, a preservação é fundamental, tanto pelo valor intrínseco de riqueza 
biológica como pelo grande potencial como fonte de novos fármacos (BARREIRO e 
BOLZANI, 2009). 
 
1.3 Família Euphorbiaceae 
 
Euphorbiaceae, uma das diversas famílias presentes na Mata Atlântica, é 
composta por mais de 300 gêneros e 8.000 espécies e seus membros estão 
distribuídos ao redor de todo o mundo, havendo exemplares que sobrevivem tanto 
nas condições secas e quentes do deserto, assim como em florestas úmidas 
(MWINE e VAN DAMME, 2011), onde são mais usualmente encontrados.  
Há espécies economicamente importantes e tradicionais como Hevea 
brasiliensis (seringueira) e Manihot esculenta (mandioca), e membros dos gêneros 
Jatropha, Croton e Ricinus, de onde são extraídos óleos para variados fins 
industriais. Além disso, plantas daninhas e venenosas como Euphorbia maculata e 
Ricinus communis (mamona), respectivamente, também fazem parte da família 
(PALATNICK e TENENBEIN, 2000, MWINE e VAN DAMME, 2011). Visto ainda 
apresentar relações com a medicina popular, englobando, por exemplo, espécies de 
Croton, Phyllanthus, Mabea e Euphorbia (Tabela 1), a família é bastante complexa e 
de grande potencial para pesquisa (MWINE e VAN DAMME, 2011).   
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Tabela 1. Espécies da família Euphorbiaceae, alguns nomes populares e usos na medicina 
tradicional. FONTE: STASI e HIRUMA-LIMA, 2002. 
Espécie Nome popular 
Parte da 
planta 
Medicina 
tradicional 
Croton cajucara Sacaca / Cajucara Folhas 
Dor de estômago / 
Febre / Malária / 
Icterícia / Hepatite 
Croton 
sacaquinha 
Sacaquinha Folhas 
Problemas no fígado 
/ Malária 
Jatropha curcas 
Peão-branco / Pinhão-
branco / Mandobiguaçu 
/ Maduri-graça 
Folhas / 
Sementes 
Constipação nasal / 
Sinusite / Purgativo / 
Cefaléia / Febre 
Jatropha 
gossypifolia 
Peão-roxo / Jalopão / 
Mamoninha / Raiz-de-
téu 
Folhas / 
Sementes 
Antisséptico / 
Cefaléia / Purgativo / 
Reumatismo / Febre 
Mabea 
angustifólia 
Canudo-de-pito / 
Tacoari 
Cascas Febre 
Phyllantus 
corcovadensis 
Quebra-pedra / Erva-
pombinha 
Raiz / partes 
aéreas / 
Folhas 
Diurético / Cálculos 
renais / Icterícia 
 
Euphorbiaceae é assinalada como uma família produtora de diversificados 
compostos químicos pelo fato de possuir representantes em todos os diferentes 
tipos de vegetação, o que lhe confere, portanto, elevada variabilidade, visto 
ocuparem uma larga faixa de disparidades climáticas e de solo (SÁTIRO e ROQUE, 
2008, MWINE e VAN DAMME, 2011). Sabe-se que diferentes condições de habitat - 
pH, temperaturas, solo, umidade - tendem a influenciar os processos fisiológicos da 
planta (BLOOMQUIT, 2004, AHMAD, 2006), e levar a produção de diferentes 
metabólitos; devido aos mais diversos mecanismos de adaptação que ela 
desenvolve para suportar variados estímulos ambientais.  
Dentre as classes de substâncias isoladas das espécies, encontram-se: 
saponinas; taninos; iridoides e terpenos em geral; alcaloides, diversos tipos de 
flavonoides e outros compostos fenólicos (KOTHALE, ROTHE, PAWADE, 2011, 
MWINE e VAN DAMME, 2011) (Tabela 2). Os diterpenos são considerados como o 
grupo de substâncias mais característico e complexo da família (SALATINO, O., 
SALATINO. M. e NEGRI, 2007).  
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Tabela 2. Algumas classes de substâncias químicas encontradas em Euphorbiaceae e suas 
indicações terapêuticas. Fonte: MWINE e VAN DAMME, 2011 (modificado). 
Substância Indicação Medicinal 
Diterpenos Antitumoral / Antibiótico / Antifúngico / Antiplasmodial 
Triterpenos Antibiótico / Vasodepressor / Antinflamatório / Analgésico / Antifúngico 
Flavonóides Antimalárico / Antinflamatório 
Saponinas Citotóxico / Antiulceroso 
Taninos Antiséptico / antiviral / antimutagênico / antifúngico 
Alcalóides Antimicrobiano / antitumoral 
Ésteres Antibiótico / Citotóxico 
Ricina Citotóxico / Lipolítico 
Fenóis Antitumoral / Antioxidante 
 
1.3.1 Pachystroma longifolium (Nees) I. M. Johnst 
 
De nome popular canxim, Pachystroma longifolium é uma árvore da família 
Euphorbiaceae que pode chegar até 20 metros de altura. É muito lactescente e de 
madeira leve e elástica (LORENZI, 2008). No Brasil, pode ser encontrada 
principalmente no Sul e Sudeste, abrangendo São Paulo, Rio de Janeiro, Minas 
Gerais e Rio Grande do Sul. Também está presente no Estado do Espírito Santo, 
contudo não é uma planta endêmica do Brasil; sendo muito encontrada em locais de 
altitude elevada, como Bolívia, e próximo a cursos de água em geral (ALCALÁ, 
2010, PINHO, RIBEIRO, RABELO et al, 2009). 
A espécie é considerada bioacumuladora de elementos terras raras, pois se 
observou altas concentrações dos mesmos em suas folhas e próximos de suas 
raízes quando a planta está situada ao redor de regiões como refinarias de petróleo 
e estradas (FRANÇA, FERNADES, BACCHI et al, 2002). Plantas bioacumuladoras 
podem informar a qualidade do meio ambiente ou serem utilizadas como 
biomonitoras, quantificando essa qualidade (ALCALÁ, 2010). Essa característica 
presente em P. longifolium pode, então, indicar impactos antrópicos no local onde se 
situa (FRANÇA, FERNADES, BACCHI et al, 2002).   
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Apesar de vários estudos de caráter ecológico (ALCALÁ, 2010, FRANÇA, 
FERNADES, BACCHI et al, 2002, PINHO, RIBEIRO, RABELO et al, 2009, HORA e 
SOARES, 2002, SOUZA e VÁLIO, 2001), morfóligico e também do látex de suas 
folhas (RABELO, MARQUES, ZOTTICH et al, 2011), Pachystroma longifolium carece 
de informações químicas e quanto a possíveis atividades biológicas, não havendo 
trabalhos publicados nesses aspectos. É, por consequência, uma espécie com 
potencial para descoberta de moléculas novas e/ou bioativas. 
 
1.4 Busca por atividades biológicas  
 
O estudo químico de produtos de origem natural frequentemente é 
acompanhado de sua avaliação biológica. Neste trabalho, os extratos e/ou 
substâncias puras, advindos das folhas de P. longifolium, foram submetidos a 
ensaios de inibição de catepsinas e/ou células tumorais.  
Este estudo integra a rede de pesquisa Sisbiota, composta pelos grupos da 
Universidade Federal do Espírito Santo (Campus Goiabeiras), Universidade Federal 
de São Carlos (Campus São Carlos), Universidade Federal de Goiás (Campus 
Catalão) e Universidade Federal de São Paulo (Campus Diadema), a qual propõe a 
prospecção química e biológica de plantas pertencentes ao Cerrado e Mata Atlântica 
com o objetivo de fornecer dados que estimulem a preservação desses biomas, 
juntamente com a descoberta de novos compostos bioativos.  
 
1.4.1 Inibição de enzimas 
 
Enzimas são macromoléculas responsáveis por catalisar reações biológicas 
fundamentais no organismo. Devido a essas proteínas estarem envolvidas nos mais 
diversos caminhos fisiopatológicos e desempenharem funções altamente 
específicas, são alvos terapêuticos muito atrativos para o desenvolvimento de novos 
fármacos (MARQUES, 2011, SEVERINO, 2008). A inibição seletiva de enzimas 
críticas de organismos infecciosos – bactérias, fungos e vírus, por exemplo – é um 
meio interessante de intervenção quimioterápica em doenças infecciosas e, 
atualmente, existe uma vasta gama de fármacos antimicrobianos os quais atuam por 
esse mecanismo. Além disso, apesar de toda a sua importância, a atividade 
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desregulada ou anormal das mesmas também pode levar a sérias complicações e, 
consequentemente, enzimas humanas também fazem parte da intervenção 
farmacológica em inúmeros tipos de doença (COPELAND, 2005).   
Mais especificamente, as enzimas chamadas cisteíno peptidases lisossomais 
são encontradas nas mais variadas formas de vida, incluindo vírus, fungos, 
bactérias, plantas, invertebrados e mamíferos, e caracterizam-se como uma 
numerosa e importante família (TURK e GUNCAR, 2003). São responsáveis pela 
quebra de ligações peptídicas em proteínas e estão envolvidas em diversos 
processos biológicos. O termo “cisteíno” corresponde ao aminoácido que está 
presente no sítio catalítico e, apesar do nome, descobriu-se posteriormente que não 
se localizam apenas nos lisossomos e podem se acumular em diferentes tecidos 
(MOHAMED e SLOANE, 2006).  
Nos mamíferos, todas as cisteíno peptidases são conhecidas como 
catepsinas, porém o contrário não é verdadeiro (PALERMO e JOYCE, 2007), visto 
que elas estão classificadas em aspartil peptidases (catepsinas D e E), serino 
peptidases (A e G) e cisteíno peptidases (B,C,F,H,K,L,O,S,V,W, e X) (TURK e 
GUNCAR, 2003, MARQUES, 2011). Dessas últimas (as catepsinas), B, C, F, H, K, L, 
O, S, V, W e X são catalogadas como presentes em humanos; totalizando 11 
enzimas. Diferentes funções fisiológicas foram relatadas para as mesmas e, por 
estarem também associadas a diversos processos patológicos, despertaram o 
interesse de indústrias farmacêuticas (KUESTER, LIPPERT, ROESSNER et al, 
2008). 
Dentre as enzimas estudadas neste trabalho, a catepsina K, presente de 
forma predominante nos osteoclastos, está associada ao desenvolvimento de 
osteoporose. Por sua vez, a catepsina L, relatada nos mais variados tipos celulares, 
relaciona-se com artrite e progressão de tumores, enquanto que a catepsina V, 
fisiologicamente associada ao complexo de histocompatibilidade maior de classe II 
(MHC II) e seleção de linfócitos T, é considerada como marcadora de diagnóstico de 
tumores de cólon; estando também associada a doenças cardiovasculares e 
inflamações e carcinomas em geral (MARQUES, 2011, LETO, SEPPORTA, 
CRESCIMANNO et al, 2010, LANKELMA, VOOREND, BARWARI et al, 2010, 
YASUDA, GREENBAUM, BOGBO et al, 2004). 
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1.4.2 Câncer 
 
O câncer é líder em número de mortes em países desenvolvidos e a segunda 
maior causa nos países em desenvolvimento. Os mais prevalentes são os cânceres 
de pulmão e próstata, em homens, enquanto o câncer de mama está em primeiro 
lugar para as mulheres (JEMAL, BRAY, CENTER et al, 2011). Apesar de o 
tratamento abranger diferentes terapias, ainda não se atingiu um patamar adequado 
(ANJOS e ZAGO, 2006), visto que existem desfavoráveis e graves problemas de 
reações adversas devido à falta de especificidade para células cancerígenas. Além 
do fato de vários tipos de cânceres ainda não possuírem cura.  
É possível aliar o valor potencial da biodiversidade com a necessidade de 
busca por novos quimioterápicos. Este elo já foi criado há muito tempo e a relação 
de produtos naturais como agentes anticancerígenos é amplamente difundida, 
sendo que vários desses produtos foram e continuam sendo descobertos, 
modificados e desenvolvidos como fármacos importantes: paclitaxel (V) (extraído de 
Taxus brevifolia), camptotecina (VI) (Camptotheca acuminata), etoposídeo (derivado 
semi-sintético da podofilotoxina (VII), extraída da Podophyllum peltatum), trans-
desidrocrotonina ou trans-DCTN (VIII) (Croton cajucara) (Figura 2); e as já citadas 
vincristina (III) e vimblastina (IV) (Figura 1) (MA e WANG, 2009).  
Comparando-se a compostos provenientes de síntese, os produtos naturais, 
oriundos de plantas, microrganismos, animais ou organismos marinhos, 
frequentemente parecem ser mais efetivos e/ou menos tóxicos em relação ao 
combate do câncer; e, portanto, apresentam-se como mais interessantes nesse 
aspecto (MA e WANG, 2009).  
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Figura 2. Estruturas químicas das moléculas de paclitaxel (V), camptotecina (VI), podofilotoxina (VII) 
e trans-DCTN (VIII). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 
Realizar o estudo químico e avaliação de atividades biológicas/bioquímicas 
dos extratos e substâncias isoladas das folhas de Pachystroma longifolium.  
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Isolar e elucidar a estrutura química de metabólitos secundários presentes 
nas folhas de Pachystroma longifolium.   
 Avaliar o potencial dos extratos da espécie quanto à inibição de células 
tumorais e catepsinas K, L e V.  
 Avaliar o potencial das substâncias isoladas quanto à inibição de 
catepsinas K, L e V.  
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL  
 
3.1 Materiais e instrumentação  
 
3.1.1 Materiais para estudo químico 
 
 Solventes: 
- Comerciais: hexano, acetato de etila, diclorometano e metanol.   
- HPLC: hexano, acetato de etila e metanol (Panreac). 
- RMN: acetona-D6, CDCl3, CD3OD e DMSO-D6 (Sigma Aldrich). 
  
 Evaporador rotatório: bomba de vácuo Buchi V-700.  
 
 Ressonância Magnética Nuclear (RMN): espectrômetro Varian 400 MHz, com 
sonda 5 mm ATB BroaBand 1H/19F/X e TMS como padrão de referência.  
 
 Espectrometria de Massas (EM): equipamento Esquire 3000 Plus. 
- Infusão direta de amostras solubilizadas em MeOH:H2O (9:1).  
- Fonte de Ionização: Ionização Química. 
- Analisador: Tempo de Voo (TOF).  
 
 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM): 
cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massas Shimadzu modelo 
QP-5050, equipado com coluna capilar de sílica fundida DB-5 (5% Fenil, 95% 
dimetilpolisiloxano) marca J&W Scientific de 30 m de comprimento, 0,25 mm 
de diâmetro e 0,25 μm de espessura de filme; e hélio como gás de arraste.  
- Condições de análise: pressão interna da coluna de 118,5 kPa; razão de 
split de 1:60; fluxo de gás na coluna de 83,1 mL/min; temperatura no injetor: 
270 ºC; temperatura no detector: 290 ºC; programação da coluna: 150 ºC (1 
min) até 290 ºC (9 min).  
- Bibliotecas utilizadas NIST (National Institute of Standards of Technology): 
NIST21 e NIST107. 
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 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC): placas de sílica 
gel 60 G Merck observadas em radiação ultravioleta, nos comprimentos de 
onda de 254 e 365 nm, e reveladas com solução sulfúrica de vanilina e vapor 
de iodo.  
 
 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP): placas de vidro 
recobertas com suspensão de sílica gel 60 G Merck.  
 
 Cromatografia Líquida em Coluna (CLC): fases estacionárias sílica gel 60 G 
Merck e Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich.  
 
 Cromatografia Líquida a Vácuo (CLV): bomba de vácuo Buchi V-700 e sílica 
gel 60 G Merck como fase estacionária.   
 
 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE): equipamento Agilent 
G1311C-1260 de bomba quaternária e acoplado a detector UV-Vis com 
arranjo de diodos (DAD) modelo G1315D-1260.  
- Sistema analítico de fase reversa: coluna Phenomenex C18 (5 μm, 4,8 x 250 
mm); fluxo de 1 mL/min composto por mistura de H2O e MeOH (iniciando em 
90:10, passando por 100% de MeOH aos 40 min e retornando a proporção 
90:10 aos 46 min até 50 min); volume de injeção de 20 μL.  
- Sistema analítico de fase normal: coluna Zorbax RX-SIL (5 μm, 4,8 x 250 
mm); fluxo de 1 mL/min composto por mistura de Hex e AcOEt (iniciando em 
90:10, passando por 100% de AcOEt aos 40 min e retornando a proporção 
90:10 aos 46 min até 50 min); volume de injeção de 20 μL. 
- Sistema semi-preparativo de fase reversa: coluna Eclipse XDB-C18 (5 μm, 
9,4 x 250 mm); sob iguais condições do sistema analítico correspondente, 
com fluxo alterado para 4 mL/min; volume de injeção de 1mL. 
 
3.1.2 Materiais para ensaio de inibição de catepsinas 
 
 Espectrofluorímetro: leitor de placa com 96 poços Molecular Devices Spectra 
modelo MAX M3; 
 Inibidor irreversível específico de cisteíno peptidase E-64; 
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 DTE (Sigma Aldrich); 
 Substrato Z-FR-MCA (Bachem Inc e Sigma);  
 Acetato de sódio trihidratado (J.T. Baker);  
 EDTA (J.T. Baker);  
 Catepsinas K, L e V recombinantes humanas expressas em Pichia pastoris e 
cedidas pelo Prof. Dr. Marcio Fernando Madureira Alves, da Universidade 
Federal de São Paulo. 
- Enzimas estocadas em soluções contendo 0,01% de Tween 20 (v/v).  
 
3.1.3 Materiais para ensaio de inibição de células tumorais 
 
 Espectrofotômetro Awareness Technology INE, Stat Fax 2100;  
 Meio RPMI-1640, glutamina, eritromicina e estreptomicina (Sigma);  
 Soro bovino fetal (Cultilab);  
 Solução de MTT (Kit Boehringer Mannhein); 
 Linhagem celular sarcoma-180.  
 
3.2 Obtenção do material vegetal 
 
A planta foi coletada no Morro do Moreno na cidade de Vila Velha – Espírito 
Santo, pela manhã, na data de 20 de janeiro de 2012. Obteve-se um total de quatro 
quilos de folhas frescas.  
A identificação da espécie foi feita pela Prof.Dra. Luciana Diaz Thomas, do 
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Espírito Santo. Uma exsicata 
foi depositada no herbário VIES da mesma instituição sob número 26618.  
 
3.3 Obtenção dos extratos 
 
As folhas foram secas em estufa por um período de sete dias. Procedeu-se 
com a moagem, utilizando liquidificador, e obteve-se 1,4 Kg de extrato seco. 
Para extração dos constituintes químicos das folhas, pelo processo de 
maceração, foi utilizado etanol durante três dias. O procedimento foi repetido três 
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vezes. Após, usou-se também o solvente acetato de etila por igual número de vezes 
e dias.  
Reuniram-se os extratos e o extrato bruto (W9F) obtido foi, então, conduzido 
ao evaporador rotatório para concentração da amostra.   
O extrato bruto foi ressuspendido em uma solução de metanol:água 1:3 e 
realizou-se partição líquido-líquido, utilizando os solventes hexano e acetato de etila. 
Após um total de dez procedimentos de partição para cada um dos solventes 
citados, obtiveram-se os extratos hexânico (W9FH) e acetato de etila (W9FA) com 
massas de 42,8766g e 27,9999g, respectivamente. A fração hidroalcóolica restante 
foi congelada (W9FHA) (Figura 3). 
 
3.4 Fracionamento cromatográfico do extrato acetato de etila (W9FA)  
 
Devido a grande quantidade de massa do extrato, optou-se por realizar uma 
CLV, utilizando gradiente de hexano, acetato de etila e metanol. Após análise por 
CCDC, dez frações foram obtidas, das quais W9FA1 e W9FA10 não foram 
trabalhadas. A Figura 3 ilustra as respectivas massas e o procedimento realizado.   
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W9
W9FH 
42,8766 g
W9FA
27,9999 g
W9FHA
W9FA1
70,2 mg
W9FA2
198,6 mg
W9FA3
316,8 mg
W9FA4
338,8 mg
W9FA5
375,2 mg
W9FA6
789,7 mg
W9FA7
4,4278 g
W9FA8
2,4101 g
W9FA9
13,7545 g
W9FA10
1,5264 g
CLV 
Sílica gel
d =11,0 cm, a =11,5 cm
Hex 0,5L
Hex:AcOEt (9,5:0,5) 0,5L
Hex:AcOEt (9:1) 0,5L
Hex:AcOEt (8,5:1,5) 0,5L
Hex:AcOEt (8:2) 0,5L
Hex:AcOEt (7,5:2,5) 0,5L
Hex:AcOEt (6,5:3,5) 0,5L
Hex:AcOEt (5,5:4,5) 0,5L
AcOEt:Hex (5,5:4,5) 0,5L
AcOEt:Hex (6:4) 0,5L
AcOEt:Hex (7:3) 0,5L
AcOEt:Hex (8:2) 0,5L
AcOEt:Hex (9:1) 0,5L
AcOEt 0,5L
AcOEt:MeOH (9:1) 0,5L
AcOEt:MeOH (8,5:1.5) 0,5L
AcOEt:MeOH (8:2) 0,5L
AcOEt:MeOH (7:3) 0,5L
AcOEt:MeOH (1:1) 0,5L
MeOH 0,5L
 
Figura 3. Frações a partir do extrato bruto (W9F) e fracionamento cromatográfico inicial da fração 
W9FA. 
 
 Fração W9FA2: após fracionamento por CLC (Figura 4), as subfrações 
obtidas foram analisadas por CCDC e CLAE analítica de fase normal.  
- W9FA2.4 (12,5 mg), 2.7 (22,9 mg) e 2.9 (10,1 mg) foram encaminhadas 
para análise por RMN de 1H (CDCl3).  
- W9FA2.10 (10,9 mg) gerou uma pequena quantidade de cristais de 
coloração branca (0,9 mg) que foram separados e transferidos para outro 
frasco. Para análise dos cristais por RMN de 1H, tentou-se solubilização 
em CHCl3, acetona, MeOH e DMSO. 
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 Fração W9FA3: também se fez análises por CCDC e CLAE analítica de 
fase normal para todas as subfrações resultantes do procedimento em 
CLC (Figura 4).  
- W9FA3.1 (16 mg), 3.3 (4,1 mg) e 3.4 (4,2 mg) foram analisadas por RMN 
de 1H (CDCl3).  
 Fração W9FA4: posterior ao fracionamento cromatográfico (Figura 4), 
todas as subfrações geradas foram analisadas por CCDC e CLAE 
analítica de fase normal e de fase reversa.   
- W9FA4.1 (59,4 mg), 4.2 (14,2 mg), 4.5 (13,3 mg), 4.6 (54,5 mg), 4.7 (29,3 
mg) e 4.8 (99,4 mg) foram encaminhadas para análise por RMN de 1H 
(CDCl3).  
- W9FA4.4 (17,9 mg) foi direcionada à CLAE semi-preparativa de fase 
reversa e as subfrações obtidas foram analisadas por  RMN de 1H 
(acetona-D6).  
 
 Fração W9FA5: esta amostra foi submetida à CLC (figura 5), gerando onze 
subfrações posteriormente analisadas por CCDC e CLAE analítica de fase 
reversa.  
-  W9FA5.1, 5.2, 5.5 e 5.6 foram analisadas por RMN de 1H (acetona-D6).  
-  W9FA5.3 e 5.4 foram encaminhadas para separação por CCDP. 
- W9FA5.7 foi submetida à CLC de gel de sílica e as subfrações 
resultantes analisadas por CCDC e CLAE analítica de fase reversa.  
- W9FA5.7.4 e 5.7.5 foram reunidas e direcionadas à CLAE semi-
preparativa. A análise dos espectros de RMN de 1H (CDCl3) das 
subfrações resultantes conduziu ao isolamento da loliolida (1), amostra 
codificada como W9FA5.7(4,5)5.  
 
 Fração W9FA6: fracionada por CLC utilizando Sephadex, como fase 
estacionária, e eluição isocrática com MeOH (Figura 6). Perfis em CLAE 
analítica de fase reversa e espectros de RMN de 1H (CD3OD) foram 
realizados para todas as subfrações resultantes desse procedimento.  
-  W9FA6.5 foi submetida à CLAE semi-preparativa de fase reversa. 
- W9FA6.2 e 6.3 foram direcionadas à CLC e as subfrações resultantes 
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analisadas por CLAE analítica de fase reversa.  
- W9FA6.2.2 e 6.2.3, encaminhadas para CLAE semi-preparativa, 
conduziram ao isolamento do galato de etila (2) (W9FA6.2.3.4), a partir 
dessa última subfração. 
 
 Fração W9FA7: as subfrações resultantes da separação cromatográfica 
inicial (Figura 7) foram analisadas por CLAE analítica de fase reversa. 
- W9FA7.1 e 7.7 foram conduzidas à separação cromatográfica por CLAE 
semi-preparativa. As subfrações obtidas foram analisadas por RMN de 1H 
(CD3OD).   
- W9FA7.4 foi submetida à CLAE semi-preparativa e, das subfrações 
resultantes, foram isolados o ácido gálico (3) e protocatecuato de metila 
(4); amostras codificadas, respectivamente, como W9FA7.4.5 e 
W9FA7.4.6.  
 
 Fração W9FA8: as subfrações, provenientes do procedimento de 
separação em CLC de gel de sílica (Figura 4), foram analisadas por CLAE 
analítica de fase reversa.   
 
 Fração W9FA9: geradas por procedimento de CLV (Figura 4), as 
subfrações foram submetidas à análise por CLAE analítica de fase 
reversa. 
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W9FA
27,9999g
W9FA2
198,6 mg
W9FA3
316,8 mg
W9FA4
338,8 mg
W9FA9
13,7545g
CLV (Hex/AcOEt/MeOH)
CLC 
Sílica  gel 
d= 2,5cm, a= 32,0cm 
Hex:AcOEt (8,5:1,5) 0,35L
Hex:AcOEt (7:3) 0,3L
Hex:AcOEt (1:1) 0,3 L
AcOEt:Hex (7:3) 0,3 L
AcOEt:MeOH (9,5:0,5) 0,45L
AcOEt:MeOH (7:3) 0,4L
MeOH0,2L
W9FA
2.1 a 2.10
CLC 
Sílica  gel 
d= 4,0cm, a= 30,0cm
Hex:AcOEt (7:3) 0,6L
AcOEt:Hex (8:2) 1,4L
AcOEt:MeOH (9:1) 0,4L
MeOH 0,4L
CLC 
Sílica  gel 
d= 4,0cm, a= 28,5cm
Hex:AcOEt (7:3) 2,8L
AcOEt:MeOH (9,5:0,5) 0,5L
AcOEt:MeOH (1:1) 0,7L
MeOH 0,4L
W9FA
3.1 a 3.8
W9FA8
2,4101 g
W9FA
8.1 a 8.10
W9FA
4.1 a 4.10
CLC 
Sílica  gel 
d= 5,5cm, a= 30,0cm
Hex:AcOEt (7:3) 1,2L
AcOEt 0,8L
AcOEt:MeOH (9:1) 1,3L
AcOEt:MeOH (1:1) 0,5L
MeOH 0,8L
CLV
(Hex/AcOEt/
MeOH)*
W9FA
9.1 a 9.10
4.4
17,9 mg
CLAE
W9FA
4.4.1 a 4
 
Figura 4. Fracionamento cromatográfico para as frações W9FA2, W9FA3, W9FA4, W9FA8 e W9FA9. 
*Condições cromatográficas para CLV iguais àquelas apresentadas na Figura 3. **Condições para 
CLAE descritas na página 32.  
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W9FA5
375,2 mg
W9FA5.1
9,4 mg
W9FA5.2
7,1 mg
W9FA5.3
24,8 mg
W9FA5.4
23,9 mg
W9FA5.5
28,2 mg
W9FA5.6
19,6 mg
W9FA5.7
94,4 mg
W9FA5.8
16 mg
W9FA5.9
51,5 mg
W9FA5.10
13,8 mg
CLC 
Sílica gel
d= 2.5cm, a= 26,5 
Hex:AcOEt (8:2) 1,1L
Hex:AcOEt (6:4) 0,5L
AcOEt:Hex (6:4) 0,5L
AcOEt:Hex (9:1) 0,3L
AcOEt:MeOH (9:1) 0,3L
AcOEt:MeOH (7:3) 0,3L
MeOH 0,3L
W9FA5.11
46,4 mg
CCDP
Hex:AcOEt 
(8:2)
CLC 
Sílica  gel 
d= 2,5cm, a= 32,0cm
DCM:MeOH (9,5:0,5) 0,6L
DCM:MeOH (7:3) 0,4L
DCM:MeOH (1:1) 0,3L
MeOH 0,1L
5.7(4,5).1
1,5 mg
5.7(4,5).2
3,2 mg
5.7.4.3
2,9 mg
5.7.5.4
 1,1 mg
5.7(4,5).5
2,1 mg
5.7(4,5)6
1,7 mg
5.7(4,5).7
1,8 mg
5.7(4,5).8
2,4 mg
W9FA
5(3,4)1 a 9 W9FA
5.7.1 a 7
5.7.4
6,7 mg
CLAE
5.7.5
26,5 mg
 
Figura 5. Fracionamento cromatográfico para a fração W9FA5. *Condições para CLAE descritas na 
página 32. 
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W9FA6
789,7 mg
W9FA6.1
279,5 mg
W9FA6.2
258,9 mg
W9FA6.3
50,2 mg
W9FA6.4
38,6 mg
W9FA6.5
28,7 mg
W9FA6.6
76 mg
CLC
Sephadex
d= 2,8cm, a=34,0cm
MeOH1L
CLAE
CLC
Sephadex
d= 2,8cm, a=34,0cm
MeOH1,8L
CLC
Sephadex
d= 2,8cm, a=34,0cm
MeOH0,7L
6.2.3.1
1,3 mg
6.2.3.2
 2,7 mg
6.2.3.3
 1,4 mg
6.2.3.5
 2,3 mg
6.2.3.6
 3,1 mg
CLAE
6.2.3.4 
1,8 mg
W9FA
6.5.1 a 12
W9FA
6.3.1 a 6
W9FA
6.2.1 a 5
6.2.2
42,3 mg
6.2.3
25,7 mg
CLAE
W9FA
6.2.2.1 a 4
 
Figura 6. Fracionamento cromatográfico para a fração W9FA6. *Condições para CLAE descritas na 
página 32. 
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W9FA7
4,4278 g
W9FA7.1
10,1 mg
W9FA7.2
20,3 mg
W9FA7.3
99,1 mg
W9FA7.4
47,5 mg
W9FA7.5
2,2957 g
W9FA7.6
319,6 mg
W9FA7.7
40,8 mg
CLC 
Sílica  gel 
d= 5,5cm, a= 32,0cm
Hex:AcOEt (7:3) 1,7L
AcOEt:MeOH (9:1) 1,1L
AcOEt:MeOH (1:1) 0,5L
MeOH 0,8L
7.4.1
0,5 mg
7.4.3
2,1 mg
7.4.4
1,8 mg
7.4.7
1,4 mg
7.4.8
1,2 mg
CLAE
W9FA
7.1.1 a 3
CLAE
W9FA7P
57,4 mg
CLAE
7.4.6
3,9 mg
7.4.5
3,1 mg
7.4.2
1,0 mg
W9FA
7.7.1 a 3
 
Figura 7. Fracionamento cromatográfico para a fração W9FA7. *Condições para CLAE descritas na 
página 32. 
 
3.5 Fracionamento cromatográfico do extrato hexânico (W9FH)  
Devido a grande quantidade de massa do extrato, realizou-se uma CLV, com 
gradiente de hexano, acetato de etila e metanol. Sete frações foram obtidas, sendo 
que todas foram analisadas por CCDC e RMN de 1H (CDCl3 e CD3OD), e  W9FH1, 4 
e 7 não foram trabalhadas. A Figura 8 demonstra as respectivas massas.  
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W9FH1
10,0218 g
W9FH2
8,5722 g
W9FH3
9, 0795 g
W9FH4
3,8164 g
W9FH5
1,2677 g
W9FH6
2,0761 g
W9FH7
493,9 mg
CLV (Hex/AcOEtMeOH)
W9FH 
42,8766g
 
Figura 8. Fracionamento cromatográfico inicial para a fração W9FH. *Condições cromatográficas 
para CLV iguais àquelas apresentadas na Figura 3. 
 
 Frações W9FH2 e W9FH3: essas amostras foram reunidas (codificadas como 
W9FH2) e submetidas a um procedimento de CLV (Figura 9) utilizando 
gradiente de Hex, AcOEt e MeOH. As subfrações obtidas foram analisadas 
por CCDC.  
- W9FH2.5 e W9FH2.6 foram fracionadas por CLC, gerando sete subfrações 
cada, as quais foram analisadas por CCDC e CLAE analítica de fase normal.  
- As amostras W9FH2.5.1 (9,9 mg), 2.5.2 (4,9 mg), 2.5.3 (6,5 mg), 2.5.5 (74,9 
mg) e também W9FH2.6.2 (1,8 mg), 2.6.3 (1,2 mg) e 2.6.6 (4,4 mg) foram 
analisadas por RMN de 1H (CDCl3) e CG-EM.  
 
 Fração W9FH5: esta amostra foi submetida à CLC utilizando gel de sílica 
(Figura 10), gerando treze subfrações posteriormente analisadas por CCDC.  
- W9FH5.3, 5,5, 5.6 e 5.9 foram fracionadas por meio de CLC. Todas as 
subfrações resultantes foram encaminhadas para análise por CCDC e CLAE 
analítica de fase normal. 
- As subfrações W9FH5.3.1, 5.3.2, 5.5.1, 5.5.2, 5.5.3, 5.6.2, 5.6.4, 5.9.1 e 
5.9.2 foram analisadas por RMN de 1H (CDCl3) e CG-EM.  
- Na subfração W9FH5.5.1, foi identificada a mistura de α-amirina (5), -
amirina (6) e lupeol (7). 
-  Em W9FH5.3.2, foi identificada a subtância -amirina (6).  
-  O sitosterol (8) foi identificado na subfração W9FH5.6.2.  
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 Fração W9FH6: posterior ao processo cromatográfico inicial (figura 9), as 
subfrações geradas foram analisadas por CCDC. 
- W9FH6.2, W9FH6.3 e W9FH6.4 foram fracionadas por CLC, gerando 
subfrações que, posteriormente, foram analisadas por CCDC e CLAE 
analítica de fase normal. 
- W9FH6.2.1 (2,1 mg), 6.2.2 (1,9 mg), 6.2.8 (4,2 mg), 6.3.1 (4,1 mg), 6.3.2 
(12,5 mg) e 6.4.2 (2,9 mg) foram direcionadas para análise por RMN de 1H 
(CDCl3) e CG-EM. 
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W9FH
42,8766g
W9FH2/3
18,3672 g
W9FH6
2,0761 g
CLV (Hex/AcOEt/MeOH)
W9FH
2.1 a 2.7
W9FH
6.1 a 6.10
6.2
29,3 mg
CLV (Hex/AcOEt/MeOH)*
2.5
1,1284 g
2.6
139,8 mg
W9FH
2.5.1 a 7
CLC 
Sílica gel
d= 4,0cm, a= 33,5 
Hex:AcOEt (9:1) 0,9L
Hex:AcOEt (7:3) 0,3L
Hex:AcOEt (1:1) 0,9L
MeOH 0.5L
W9FH
2.6.1 a 7
CLC 
Sílica gel
d= 2,0cm, a= 32,5 
Hex:AcOEt (9:1) 0,4L
Hex:AcOEt (6:4) 0,6L
AcOEt:Hex (6:4) 0,6L
AcOEt:MeOH (9:1) 0,5L
CLC 
Sílica  gel 
d= 4,0cm, a= 33,5cm
Hex:AcOEt (7:3) 2,5L
Hex:AcOEt (1:1) 0,5L
AcOEt:Hex (9:1) 0,8L
AcOEt:MeOH (9:1) 0,5L
MeOH 0,5L
6.3
99,8 mg
6.4
25,8 mg
CLC 
Sílica  gel 
d= 2,0cm, a= 30,0cm
Hex:AcOEt (9,5:0,5) 0,4L
Hex:AcOEt (8:2) 0,3L
Hex:AcOEt (1:1) 0,5L
AcOEt:MeOH (9:1) 0,4L
MeOH 0,2L
W9FH
6.2.1 a 8
CLC 
Sílica  gel 
d= 4,0cm, a= 32,0cm
Hex:AcOEt (8:2) 0,5L
AcOEt:Hex (8:2) 0,4L
MeOH 0,2L
W9FH
6.3.1 a 8
W9FH
6.4.1 a 4
CLC 
Sílica  gel 
d= 2,0cm, a= 30,0cm
Hex:AcOEt (7:3) 0,4L
Hex:AcOEt (1:1) 0,3L
MeOH 0,15L
 
Figura 9. Fracionamento cromatográfico para as frações W9FH2/3 e W9FH6. *Condições 
cromatográficas para CLV iguais àquelas apresentadas na Figura 3. 
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W9FH5
1,2677 g
CLC 
Sílica  gel 
d= 5,5cm, a= 32,0cm
Hex:AcOEt (7:3) 2,6L
Hex:AcOEt (1:1) 1,6L
AcOEt:MeOH (9:1) 0,8L
MeOH 0,3L
CLC 
Sílica  gel 
d= 2,5cm, a= 32,4cm
Hex:AcOEt (9,5:0,5) 0,4L
Hex:AcOEt (8:2) 0,5L
Hex:AcOEt (1:1) 0,4L
MeOH0,2L
CLC 
Sílica  gel 
d= 2,0cm, a= 32,5cm
Hex:AcOEt (8:2) 1,0L
Hex:AcOEt (1:1) 0,5L
MeOH 0,3L
5.5.2
4,7 mg
5.5.3
6,9 mg
5.5.4
15,2 mg
5.5.5
29,8 mg
5.3.1
1,2 mg
5.3.3
27 mg
5.3.4
6,3 mg
5.3.5
3,3 mg
5.3.6
2,3 mg
5.3.7
1,0  mg
5.3.8
 7,4 mg
CLC 
Sílica  gel 
d= 2,0cm, a= 31,5cm
Hex:AcOEt (8:2) 1,2L
AcOEt:Hex (7:3) 0,4L
MeOH 0,2L
5.6.1
4,7 mg
5.6.3
3,2 mg
5.6.4
1,8 mg
5.6.5
7,6 mg
5.6.6
5,8 mg
5.6.7
12,9 mg
CLC 
Sílica  gel 
d= 5,0cm, a= 30,5cm
Hex:AcOEt (8:2) 0,4L
Hex:AcOEt (1:1) 0,4L
AcOEt 0,3L
MeOH 0,2L
5.5.1 
4,4 mg
5.3.2 
5,7 mg
5.6.2 
1,1 mg
5.3
58,6 mg
5.5
63,2 mg
5.9
61,4 mg
W9FH
5.1 a 5.13
5.6
39,9  mg
W9FH
5.9.1 a 7
 
Figura 10. Fracionamento cromatográfico para a fração W9FH5.  
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3.6 Ensaio de inibição de catepsinas 
 
A determinação da atividade enzimática foi monitorada pela hidrólise do 
substrato fluorogênico Z-FR-MCA (Figura 11), gerando MCA (7-amino-metil-
cumarina) livre, avaliada diretamente pelo aumento de fluorescência, em função do 
tempo de reação. Os experimentos foram realizados em placas de 96 poços, com 
volume de 300 μL/poço, mantidas em compartimento termostatizado a 27 oC, sendo 
a fluorescência detectada em espectrofluorímetro com fenda de excitação ajustada 
para λex = 380 nm e emissão λem = 460 nm.  
Nos ensaios, foi usado tampão acetato de sódio 100 mM, com 5 mM de 
EDTA. As enzimas foram utilizadas na concentração estimada de 3 nM, sendo pé-
ativadas com DTE 5 mM durante 5 min a 27 ºC. Foram, então, incubadas com os 
extratos ou substâncias isoladas, dissolvidos em DMSO. O controle negativo foi 
esse próprio solvente, enquanto que o positivo foi feito em presença do inibidor E-
64. A determinação da atividade das catepsinas foi realizada por meio do 
monitoramento da hidrólise do substrato por 5 min.  
O Phe
O
Arg
N
O O
Z
MCA
Clivagem feita pelas catepsinas
(Alta fluorescência quando livre)
INIBIDOR  
Figura 11. Esquema geral do ensaio enzimático de inibição de catepsinas. Fonte: SEVERINO, 2008 
(modificado). 
 
Os resultados são descritos sob a forma de porcentagem de inibição a partir 
da equação,  
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% Inibição = 100 x (1 – Vi / V0); 
sendo Vi a velocidade de reação observada na presença de inibidor e V0 a 
velocidade observada na ausência do inibidor (velocidade controle). 
Os extratos foram testados nas concentrações de 500, 250, 125, 50, 25 e 5 
μg/mL, enquanto os compostos isolados foram ensaiados na concentração de 100 
μmol/L (%). Os mesmos são considerados ativos quando exibem ao menos 50% de 
inibição frente às catepsinas testadas. 
 
3.7 Ensaio de inibição de células tumorais 
 
As linhagens celulares do tipo sarcoma-180 foram mantidas em cultura no 
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de glutamina, 
eritromicina e estreptomicina em estufa com 5% de CO2 a uma temperatura 
constante de 37ºC.  
Após quatro horas de incubação in vitro dessas células (2 x 105 células) com 
o extrato (1 mg/mL) em estudo, em microplacas de 96 poços, 10 μL de uma solução 
de MTT na concentração de 5 mg/mL foram adicionados e a placa de cultura 
incubada por mais quatro horas. Adicionou-se, então, 50 μL de dodecil sulfato de 
sódio (SDS) a 10% diluído em HCl 0,01 mol/L para solubilização do sal formado e 
incubou-se por 24 horas em estufa úmida com 5% de CO2. Posteriormente, a leitura 
foi feita em ELISA a 570 nm.  
O teste de redução do MTT, descrito por Mosmann (1983), avalia a 
capacidade da enzima succinato desidrogenase de reduzir o substrato MTT a 
cristais de formazan, de coloração violeta, na mitocôndria da célula. A quantificação 
da densidade óptica foi medida em espectrofotômetro e a porcentagem de 
viabilidade celular foi determinada a partir da seguinte fórmula:  
% Viabilidade = 100 x (Absteste / AbsCN);  
sendo Absteste a absorvância da preparação com o extrato em teste e AbsCN, do 
controle negativo (apenas reagentes) . 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
Foram realizados os estudos químico e biológico/bioquímico a partir das 
folhas de Pachystroma longifolium.  
De forma inicial, os extratos foram avaliados frente às catepsinas e células 
tumorais, sendo que resultados promissores foram encontrados no primeiro teste. 
Posteriormente, foi realizado o estudo químico no intuito de identificar e/ou isolar 
metabólitos secundários a partir dos extratos. Por fim, as substâncias isoladas foram 
ensaiadas no teste de inibição de catepsinas. 
 
4.1 Avaliação dos extratos quanto à inibição de catepsinas 
 
O extrato bruto e as respectivas partições foram testados frente às catepsinas 
K, L e V. Os valores estão expostos nos gráficos da Figura 12.  
Para a catepsina L, as taxas mais representativas foram provenientes da 
fração acetato de etila, onde houve uma inibição de 70% das enzimas em uma 
concentração de 125 μg/mL. Por sua vez, para catepsina K, os resultados mais 
significativos corresponderam aos extratos provenientes das partições (hexânica e 
acetato de etila), especialmente para a fração mais polar. 
Notou-se que mais promissores foram os resultados obtidos frente à 
catepsina V. Enquanto o extrato bruto apresentou considerável porcentagem de 
inibição nas concentração de 500, 250  e 125 μg/mL, os extratos hexânico e acetato 
de etila mantiveram respostas bastante satisfatórias em concentrações bem 
menores (50 μg/mL e 25 μg/mL). Especificamente, a fração acetato de etila 
apresentou maiores porcentagens de inibição em praticamente todas as 
concentrações testadas.  
Pelo fato de essas enzimas estarem sendo consideradas alvos terapêuticos 
tão promissores, ao ponto de acumularem grandes investimentos por parte das 
companhias farmacêuticas (KUESTER, LIPPERT, ROESSNER et al, 2008), o estudo 
de inibição de catepsinas é um ramo promissor da terapêutica para combate de uma 
série de doenças.  
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Figura 12. Ensaios de inibição de catepsinas K, L e V, respectivamente. 
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4.2 Avaliação do extrato bruto quanto à inibição de células tumorais 
 
Realizou-se o ensaio do extrato bruto frente a células de sarcoma-180, na 
concentração de 1 mg/mL, e encontrou-se uma viabilidade celular de 65,48%, 
sendo, portanto, o extrato considerado inativo; visto que não causou a morte de pelo 
menos 50% das células testadas.  
 
4.3 Contaminação por ftalatos e presença de derivados de clorofila  
 
Ésteres do ácido ftálico, também chamados de ésteres ftálicos ou ftalatos 
(Figura 13), são amplamente empregados como plastificantes para aumentar a 
flexibilidade e a viabilidade de materiais plásticos em geral (ESTEVES, BORGES, 
ABRANTE et al, 2007). No estudo de produtos naturais, não é incomum a presença 
desses compostos como contaminantes devido à utilização de solventes, 
comportados em tonéis plásticos, para os procedimentos de extração e 
separação/isolamento de metabólitos secundários.  
O
O
O
O
CH2
CH2
R
R
 
Figura 13. Estrutura química geral de um ftalato. 
A presença de ftalatos nas frações deste trabalho foi descoberta quando, 
posterior à separação efetuada por CCDP, algumas amostras provenientes de 
W9FA5.4 e 5.5, as quais aparentavam estar puras após a análise por CCDC, foram 
enviadas para análise por RMN de 1H (Figura 14). 
Os espectros apresentaram dois sinais característicos entre H 7,70-7,40 ppm 
(m), atribuídos aos pares de hidrogênios equivalentes do anel aromático da estrutura 
do ftalato (Figura 13), e um sinal aproximadamente em H 4,20 ppm, referente aos 
hidrogênios do grupamento -OCH2- também presentes (COHEN, CHARRIER, 
SARFATY, 1991).  
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Figura 14. Espectro de RMN de 
1
H destacando sinais de ftalato (CDCl3, 400 MHz). 
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Por sua vez, clorofilas (Figura 15) são pigmentos verdes encontrados em 
plantas que absorvem luz visível, a qual é então convertida em energia química 
potencialmente usada no processo de fotossíntese. Estudos em uma grande 
variedade de plantas caracterizaram que os pigmentos clorofilianos são os mesmos. 
As diferenças aparentes na cor do vegetal são devido à presença de outros 
pigmentos associados e/ou derivados, como os carotenoides, os quais sempre 
acompanham as clorofilas (VON ELBE, 2000, STREIT, CANTERLE, CANTO et al, 
2005).  
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Figura 15. Estrutura química da clorofila tipo “a”. 
A presença de derivados de clorofila nas amostras foi definida a partir da 
análise de espectros de RMN de 1H (Figura 16), feitos em CDCl3 ou acetona-D6, que 
exibiam sinais característicos dessas estruturas na região entre H 8,0-10,0 ppm (s) 
e também entre H 3,0-4,0 ppm (s) (OCAMPO, CALLOT, ALBRECHT et al, 1984).  
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Figura 16. Espectro de RMN de 
1
H destacando sinais de clorofila e de ftalato (acetona-D6, 400 MHz). 
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A partir disso, os perfis químicos dessas amostras, que continham ftalatos e 
derivados de clorofila, compostos não objetivados neste estudo, foram 
individualmente feitos em CLAE de fase normal e reversa; nas condições já 
descritas na página 32 (adotadas para todas as análises do trabalho). Por meio de 
comparação dos cromatogramas analíticos com os resultados obtidos nos espectros 
de RMN 1H, foi possível correlacionar as bandas correspondentes a cada um dos 
compostos. Por conseguinte, facilmente tais componentes puderam ser identificados 
em outras subfrações do estudo, acelerando e direcionando o estudo para aquelas 
amostras consideradas mais relevantes; no âmbito de identificação/isolamento de 
metabólitos secundários.  
 
Figura 17. Cromatograma analítico de fase reversa (225 nm) demonstrando as bandas 
correspondentes à clorofila e ftalatos. 
Nos perfis cromatográficos, utilizando CLAE de fase reversa (Figura 17), por 
exemplo, os ftalatos sempre apareciam apresentando o padrão assinalado na figura, 
além de tempo de retenção iniciando em aproximadamente 37 minutos. Já a 
presença de derivados de clorofila foi reconhecida, separadamente e também por 
comparação com os resultados dos espectros de RMN 1H, pelo sinal entre 5-6 
minutos e pelo seu espectro de UV (Figura 18).  
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Figura 18. Espectro na região do UV dos derivados de clorofila.  
Infelizmente, a grande presença de ftalatos inviabilizou alguns processos 
cromatográficos e a identificação e/ou isolamento de possíveis metabólitos que se 
encontrariam em pequenas quantidades nas amostras. Observou-se interferência 
tanto no extrato hexânico como no acetato de etila, contudo principalmente neste 
último. Após análise dos solventes utilizados, associou-se à contaminação ao AcOEt 
utilizado inicialmente para a produção do extrato bruto e para os procedimentos de 
partição.  
 
4.4 Resultados para o fracionamento cromatográfico da fração acetato 
de etila (W9FA) 
 
As análises e os resultados gerais encontrados para as frações e subfrações 
trabalhada são expostos na Tabela 3. 
 
Tabela 3. Resultados para amostras da fração AcOEt. 
Fração / Subfração Análises Resultados 
W9FA1 
Solubilidade em Hex, 
AcOEt, CHCl3, MeOH e 
DMSO 
Não foi solúvel. 
Não foi possível continuar 
o estudo. 
Subfrações a partir de 
W9FA2, W9FA3 e W9FA4 
CLAE analítica de fase 
normal e/ou reversa 
Além de ftalatos e 
derivados de clorofila, não 
apresentaram bandas com 
absorção no UV. 
CCDC 
Não houve resolução 
satisfatória. 
RMN 1H 
Presença de ftalatos e 
derivados de clorofila. 
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W9FA2.10 (cristais) 
Solubilidade em Hex, 
AcOEt, CHCl3, MeOH e 
DMSO 
Não foi solúvel. 
Não foi possível continuar 
o estudo. 
W9FA5.1, 5.2, 5.5 e 5.6 RMN de 1H 
Presença de ftalatos e 
derivados de clorofila. 
W9FA5.3 e 5.4 CCDP 
Identificação de 
contaminantes 
Subfrações a partir de 
W9FA5.7 
CLAE analítica de fase 
reversa 
W9FA5.7.4 e 5.7.5 
selecionadas para CLAE 
semi-preparativa de fase 
reversa 
CCDC 
Não houve resolução 
satisfatória. 
W9FA6.1 RMN de 1H Presença de ftalatos. 
Subfrações a partir de 
W9FA6.2 
CLAE analítica de fase 
reversa 
W9FA6.2.2 e 6.2.3 
selecionadas para CLAE 
semi-preparativa de fase 
reversa 
Subfrações a partir de 
W9FA6.3 
CLAE analítica de fase 
reversa 
Cromatograma pouco 
resolvido. 
CCDC 
Não houve resolução 
satisfatória (arraste). 
W9FA6.4 e 6.6 
CLAE analítica de fase 
reversa 
Cromatograma pouco 
resolvido. 
CCDC 
Não houve resolução 
satisfatória (arraste). 
W9FA6.5 
CLAE semi-preparativa de 
fase reversa Não houve substâncias 
puras.  
RMN de 1H 
Subfrações a partir de 
W9FA7 
CLAE analítica de fase 
reversa 
W9FA7.1, 7.4 e 7.7 
selecionadas para CLAE 
semi-preparativa de fase 
reversa 
Subfrações a partir de 
W9FA8 e W9FA9 
CLAE analítica de fase 
reversa 
Cromatograma pouco 
resolvido. 
CCDC 
Não houve resolução 
satisfatória (arraste). 
W9FA10 
Solubilidade em Hex, 
AcOEt, CHCl3, MeOH e 
DMSO 
Não foi solúvel. 
Não foi possível continuar 
o estudo por CLC ou 
CLAE. 
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Por sua vez, mais alguns resultados específicos foram encontrados: 
 
 W9FA4.4 apresentou um cromatograma bem resolvido na análise por CLAE 
de fase reversa (Figura 19). Procedeu-se com o fracionamento no sistema 
semi-preparativo, contudo, após envio das quatro subfrações coletadas 
(indicadas no cromatograma) para análise por RMN de 1H, os espectros não 
mostraram substâncias puras. 
 
Figura 19. Cromatograma semi-preparativo de fase reversa (225 nm) para a subfração W9FA4.4. 
 
 
 Após a separação em CLAE semi-preparativa de fase reversa das subfrações 
W9FA5.7.4 e 5.7.5, oito bandas foram coletadas (Figura 20) e conseguiu-se o 
isolamento da substância loliolida (1); assinalada nos cromatogramas das 
Figuras 20 e 21. 
 
Figura 20. Cromatograma semi-preparativo de fase reversa (267 nm) para a subfração W9FA5.7(4,5).  
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Figura 21. Cromatograma semi-preparativo de fase reversa (218 nm) para a subfração W9FA5.7(4,5). 
 
 Das subfrações W9FA6.2.2 e 6.2.3, que foram encaminhadas para CLAE 
semi-preparativa de fase reversa, conseguiu-se o isolamento do galato de 
etila (2) a partir dessa última (Figura 22). Sendo que as demais subfrações 
recolhidas não apresentaram substâncias puras na análise dos espectros de 
RMN de 1H.  
 
Figura 22. Cromatograma semi-preparativo de fase reversa (331 nm) para a subfração W9FA6.2.3. 
 
 A subfração 7.4, após CLAE semi-preparativa de fase reversa, rendeu o 
isolamento de duas substâncias, assinaladas na Figura 23: ácido gálico (3) e 
protocatecuato de metila (4). 
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Figura 23. Cromatograma semi-preparativo de fase reversa (225 nm) para a subfração W9FA7.4.  
 
 
4.5 Resultados para o fracionamento cromatográfico do extrato 
hexânico (W9FH) 
 
 Frações W9FH1 e W9FH4: no espectro de RMN 1H (CDCl3), observaram-se 
sinais destacando apenas para a presença de ftalatos e derivados de 
clorofila. Ao mesmo tempo em que, nas placas de CCDC, a inexistência de 
um perfil adequadamente resolvido para novos procedimentos 
cromatográficos por CLC. 
 
 Fração W9FH2/3: devido a grande quantidade de massa e a semelhança das 
frações 2 e 3, quando analisadas por CCDC e pelos espectros de RMN de 1H 
(CDCl3), decidiu-se reuni-las e seguir com uma separação por CLV.  
- Após análise das sete subfrações resultantes do procedimento inicial, 
W9FH2.5 e 2.6 foram escolhidas para novos processos cromatográficos. As 
demais subfrações não apresentaram um perfil resolvido em CCDC e CLAE 
analítica de fase normal.  
- Todas as subfrações geradas a partir de W9FH2.5 e 2.6 foram analisadas 
por CCDC e CLAE analítica de fase normal. Daquelas que foram 
encaminhadas para análise por RMN de 1H (CDCl3) e CG-EM, nenhuma 
resultou em algum composto isolado ou identificado. 
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 Fração W9FH5: após realização da CLC inicial, os resultados das análises 
por CCDC e CLAE analítica indicaram como amostras mais interessantes 
para seguimento do trabalho: W9FH5.3, 5.5, 5.6 e 5.9. Tais subfrações foram 
submetidas, individualmente, à separação cromatográfica em coluna 
convencional. 
- De todas as subfrações resultantes, analisadas por CCDC e CLAE de fase 
normal, as amostras W9FH5.3.1, 5.3.2, 5.5.1, 5.5.2, 5.5.3, 5.6.2, 5.6.4, 5.9.1 e 
5.9.2 foram direcionadas para análise por RMN de 1H (CDCl3) e CG-EM.  
- Na subfração W9FH5.5.1, foi identificada uma mistura de α-amirina (5), -
amirina (6) e lupeol (7).  
- Em W9FH5.3.2, identificou-se a substância -amirina (6) em mistura com 
outros compostos não identificados.  
- Também o esteroide sitosterol (8) foi identificado na subfração W9FH5.6.2.  
-Nas demais subfrações não houve identificação e/ou isolamento de 
compostos.  
 
 Fração W9FH6: a amostra foi fracionada por CLC utilizando sílica gel e as 
subfrações geradas foram submetidas às análises por CCDC e CLAE 
analítica de fase normal. 
- Não se obteve nenhum metabólito puro ou ao menos identificado. 
 
Fração W9FH7: apresentou difícil solubilidade em MeOH e arraste em CCDC, 
- Optou-se por não trabalhar com tal fração.  
 
4.6 Substâncias identificadas e/ou isoladas 
 
Os procedimentos cromatográficos detalhados levaram ao isolamento das 
substâncias: loliolida (1), galato de etila (2), ácido gálico (3) e protocatecuato de 
metila (4).  
Houve também a identificação dos tepernos: α-amirina (5), -amirina (6) e 
lupeol (7); e do esteroide sitosterol (8).  
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Tabela 4. Substâncias isoladas a partir da fração acetato de etila. 
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Substância 2: Galato de etila 
Isolamento: Pág. 40 
Elucidação: Pág. 71 
Substância 3: Ácido gálico 
Isolamento: Pág. 41 
Elucidação: Pág. 67 
Substância 4: Protocatecuato 
de metila 
Isolamento: Pág. 41 
Elucidação: Pág. 73 
Substância 1: Loliolida  
Isolamento: Pág. 39 
Elucidação: Pág. 63 
62 
 
Tabela 5. Substâncias identificadas a partir da fração hexânica. 
H
HO
 
 
HO
 
 
HO
 
HO  
Substância 5: α-amirina 
Identificação: Pág. 45 e 81 
Substância 6: -amirina 
Identificação: Pág. 45 e 81 
Substância 7: Lupeol 
Identificação: Pág. 45 e 81 
Substância 8: Sitosterol 
Identificação: Pág. 45 e 83 
63 
 
4.7 Determinação estrutural  
 
4.7.1 Substância 1  
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Figura 24. Estrutura química da loliolida (1). 
 
Isolado do extrato AcOEt na forma de um sólido amarelado (2,1 mg), o 
composto foi identificado como loliolida (Figura 24) devido à comparação dos dados 
provenientes dos espectros obtidos de RMN de 1H e 13C (Figuras 25 e 26) com a 
literatura (KIM, LEE, MOON et al, 2004, HONG, WANG, HSU et al, 2011, RÉJON, 
RODRÍGUEZ e STERNER, 2009); inclusive pertencente a outra espécie da própria 
família em estudo (Tabela 6) (CONEGERO, IDE, NAZARI et al, 2002). 
 
Tabela 6. Dados de RMN de 
1
H (CDCl3) obtidos para loliolida (1) e comparados com a literatura (*) 
(CONEGERO, IDE, NAZARI et al, 2002) ( em ppm, J em Hz). 
Posição 1H (1) 1H (*) 13C (1) 13C (*) 
1 - - 35,9 36,0 
2 
1,96 (dt, J = 14,0 e 2,7) 
1,52 (dd, J = 14,0 e 3,5) 
1,98 (dt, J = 14,4 e 2,7) 
1,53 (dd, J = 14,4 e 3,5) 
47,3 47,2 
3 4,32 (quint, J = 3,5) 4,33 (quint, J = 3,5) 66,8 66,8 
4 
2,46 (dt, J = 14,0 e 2,7) 
1,77 (dd, J = 14,0 e 3,5) 
2,46 (dt, J = 14,0 e 2,7) 
1,79 (dd, J = 14,0 e 3,5) 
45,6 45,5 
5 - - 86,6 86,9 
6 - - 182,3 182,6 
7 5,68 (s) 5,70 (s) 112,9 113,0 
8 - - 171,8 171,0 
9 1,26 (s) 1,27 (s) 30,6 30,6 
10 1,45 (s) 1,47 (s) 26,4 26,4 
11 1,77 (s) 1,78 (s) 26,9 27,0 
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No espectro de RMN de 1H (Figura 25), foi observado um sinal em H 5,68 
ppm (s), relativo ao hidrogênio olefínico da estrutura (H-7), e um sinal com 
deslocamento químico de H 4,32 ppm (quint, J = 3,5 Hz), referente ao hidrogênio 
oximetínico (H-3).  
Observaram-se também sinais para dois grupos metilênicos em H 2,45 ppm 
(1H, dt, J = 14,0 e 2,7 Hz, H-4), 1,96 ppm (1H, dt, J = 14,0 e 2,7 Hz, H-2), 1,77 
ppm (1H, dd, J = 14,0 e 3,5 Hz, H-4α) e 1,52 ppm (1H, dd, J = 14,0 e 3,5 Hz, H-2α). 
Os três grupamentos metila apareceram em H 1,77 ppm (CH3-11), 1,45 ppm (CH3-
10) e 1,26 ppm (CH3-9).   
As orientações alfa e beta dos átomos de hidrogênio foram concluídas por 
comparação com os dados relatados na literatura (HONG, WANG, HSU et al, 2011).  
Os sinais em 1,77 e 1,52 ppm, caracterizados como duplo dubletos, são 
devido ao acoplamento geminal (J = 14,0 Hz) e ao acoplamento vicinal (J = 3,5 Hz) 
que os átomos de hidrogênio H-4α e H-2α possuem. Por sua vez, os sinais em 2,45 
e 1,96 ppm, representados por duplo tripletos, são assim dispostos devido aos 
hidrogênios H-4 e H-2 possuírem os acomplamentos geminal e vicinal, mas, 
adicionalmente, também acoplarem entre si com J = 2,7 Hz. O sinal, que 
teoricamente, deveria se caracterizar por um duplo duplo dubleto (ddd), mostra-se 
como duplo tripleto provavelmente pelo fato de seus traços centrais aproximarem-se 
bastante; de acordo com os valores das constantes de acoplamento . 
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Figura 25. Espectro de RMN de 
1
H da loliolida (CDCl3, 400 MHz). 
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No espectro de RMN de 13C (Figura 26), a unidade lactônica α,-insaturada foi 
evidenciada pelos sinais em C 182,3 (C-6), 171,8 (C-8) e 112,9 ppm (C-7). Os 
demais carbonos da molécula exibiram valores de: C 86,6 (C-5), 66,8 (C-3), 47,3 (C-
2), 45,6 (C-4), 35,9 (C-1), 30,6 (C-11), 26,9 (C-10) e 26,4 ppm (C-9).   
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Figura 26. Espectro de RMN de 
13
C da loliolida (CDCl3, 100 MHz). 
 
A confirmação estrutural deu-se pelo resultado encontrado no espectro de 
massas (Figura 27), realizado em modo negativo [M-H]-, com a presença do sinal 
m/z 195,1. A substância apresenta massa calculada de 196,11 e fórmula molecular 
C11H16O3 (YANG, KANG, LEE et al, 2011).  
 
Figura 27. Espectro de massas [M-H]
-
 para a loliolida. 
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A loliolida corresponde a uma lactona de origem terpenóide (classe de 
metabólitos secundários detalhada mais a frente) e já foi isolada de várias plantas 
(HODGES e PORTE, 1964, YANG, KANG, LEE et al, 2011, GHOSAL, SINGH, 
CHAUDHURI, 1976). Contudo há poucas publicações em Euphorbiaceae, sendo 
que os dois primeiros relatos na família são das espécies Alchornea glandulosa 
(CONEGERO, IDE, NAZARI et al, 2002) e Pera glabrata (CARDOSO-LOPES, DE 
PAULA, BARBO et al, 2009). Também é encontrada em organismos marinhos, como 
algas (KIMURA e MAKI, 2002, PERCOT, YALCIN, AYSEL et al, 2009) e moluscos 
(PETTIT, HERALD, ODE et al, 1980).  
Dentre as atividades biológicas relatadas para essa substância, têm-se ação 
repelente, e imunossupressiva e citotóxica contra carcinoma de nasofaringe e 
leucemia linfoide (CONEGERO, IDE, NAZARI et al, 2002).  A substância também já 
foi testada quanto a suas capacidades antioxidante e protetora de células contra o 
processo de apoptose e apresentou resultado satisfatoriamente positivo (YANG, 
KANG, LEE et al, 2011).  
 
4.7.2 Substâncias 2 e 3  
 
O composto (3), um sólido amorfo amarelo (3,1 mg) proveniente da fração 
AcOEt, foi inicialmente isolado e então identificado como ácido gálico (Figura 28).  
Sua elucidação estrutural deu-se por meio do espectro de RMN de 1H (Figura 
29), o qual apresentou um sinal em H 7,03 ppm (s), referente aos dois hidrogênios 
equivalentes (H-2 e H-6) do anel aromático da molécula, quando comparado à 
literatura (SANTANA, SARTORELLI, LAGO et al, 2012).  
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Figura 28. Estrutura química do ácido gálico (3).
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  Figura 29. Espectro de RMN de 
1
H do ácido gálico (CD3OD, 400 MHz). 
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O metabólito apresenta massa calculada de 170,02 e fórmula molecular de 
C7H6O5. A confirmação da estrutura foi possível devido à presença do sinal m/z 
168,8 no espectro de massas realizado em modo negativo [M-H]- (Figura 30) 
(CHENG, ZHANG, LIANG et al, 2013).  
 
Figura 30. Espectro de massas [M-H]
-
 para o ácido gálico. 
O ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico) é um polifenol muito comum e 
presente nas mais diversas famílias do reino vegetal; inclusive em muitas espécies 
de Euphorbiaceae (LIMA M., LIMA J., ARRIAGA et al, 2009, LUO, ZHAO, YANG et 
al, 2011). Frequentemente é encontrado na forma livre e também como constituinte 
de taninos – polifenóis de alto peso molecular; especificamente denominados, neste 
caso, de galotaninos (Figura 31) (DEWICK, 2002). Ésteres de ácido gálico, também 
comuns em plantas, são chamados de galatos.  
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Figura 31. Estrutura química da pentagaloilglicose, exemplo de um galotanino. 
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Há várias ações biológicas descritas para o ácido gálico, como: citotoxidade 
para células de carcinoma e leucemia humanas (LIMA, LIMA, ARRIAGA et al, 2009); 
contribuição para melhora de úlcera gástrica induzida por medicamento 
(CHATTERJEE, BISWAS, BHATTACHARYA et al, 2012); antioxidante (LUO, ZHAO, 
YANG et al, 2011); potencialização de vasoconstrição induzida por outras 
substâncias, como fenilefrina (SANAE, MIYAICHI, HAYASHI, 2002); atividade 
antibacteriana e antiparasitária (NAZ, SIDDIQI, RASCOOL et al, 2007, EGER, 2010).  
Por sua vez, o composto (2) (Figura 32) é um derivado da molécula de ácido 
gálico, sob a forma de éster etílico.  
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Figura 32. Estrutura química do galato de etila (2). 
De uma forma geral, o ácido gálico e seus ésteres são amplamente utilizados 
como antioxidantes em alimentos, cosméticos e na indústria farmacêutica. Estudos 
mostram que esses ésteres possuem atividades anticancerígena, antifúngica, 
antibacteriana, antiviral, antiparasitária, antinflamatória, dentre outras (EGER, 2010, 
MURASE, KUME, HASE et al, 1999).  
Especificamente, o galato de etila, em variados trabalhos, exibiu ações 
hemolítica e de captura de radicais livres, citotoxicidade (KALAIVANI, 
RAJASEKARAN e MATHEW, 2011) e atividade antimicrobiana (OOSHIRO, A.; 
HIRADATE, KAWANO et al, 2009).  
Essa substância, um sólido amarelado (1,8 mg) proveniente da fração AcOEt, 
foi identificada como galato de etila (etil 3,4,5-trihidroxibenzoato) por meio de análise 
do espectro de RMN de 1H (Figura 33) e comparação com a literatura (OOSHIRO, 
HIRADATE, KAWANO et al, 2009).  
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No espectro, foi observado inicialmente um sinal relacionado à região de 
hidrogênios aromáticos (H 7,03 ppm, s). Correlacionou-se, então, à estrutura do 
ácido gálico e à possibilidade do composto se tratar de um derivado do mesmo.  
O sinal em H 4,26 ppm (2H, quart, J = 7,1 Hz) sugeriu a existência de um 
éster, devido ser compatível com o deslocamento químico de um grupo metilênico 
ligado a oxigênio. Adicionalmente, o sinal em H 1,33 ppm (t, J = 7,1 Hz), referindo-
se a um grupamento metila, permitiu elucidação final do composto.  
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Figura 33. Espectro de RMN de 
1
H do galato de etila (CD3OD, 400 MHz). 
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O espectro de massas possibilitou a comprovação da molécula com o 
aparecimento do sinal m/z 196,9 [M-H]- (Figura 34). O galato de etila apresenta a 
fórmula molecular C9H10O5 e massa calculada de 198,05.  
 
Figura 34. Espectro de massas [M-H]
-
 para o galato de etila.  
 
4.7.3 Substância 4 
 
O metabólito (4) foi isolado como um sólido amarelo (3,9 mg), também da 
fração AcOEt, e definido como protocatecuato de metila (Figura 35) por análises do 
espectro de RMN de 1H, mapa de contornos HMBC e espectro de massas, além de 
comparação com a literatura (RUDIYANSYAH e GARSON, 2006).  
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Figura 35. Estrutura química do protocatecuato de metila (4). 
O espectro de RMN de 1H (Figura 36) exibiu sinais referentes a três 
hidrogênios aromáticos em H 7,42 ppm (d, J = 1,6 Hz), 7,41 ppm (dd, J = 1,6, 8,0 
Hz) e 6,77 ppm (d, J = 8,0 Hz) os quais sugeriram um anel 1,3,4-trissubstituído, 
devido aos padrões de constantes de acoplamento que demonstraram um sistema 
aromático do tipo ABX (PAVIA, LAMPMAN, KRIZ et al, 2009). Também se observou 
um sinal em H 3,65 ppm (s), atribuído à presença de três hidrogênios metoxílicos.
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Figura 36. Espectro de RMN de 
1
H do protocatecuato de metila (CD3OD, 400 MHz). 
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A análise do mapa de contornos HMBC (Figura 37) apresentou correlação 
importante para a definição da estrutura ao mostrar a reciprocidade entre o sinal dos 
hidrogênios metoxílicos (H 3,65 ppm) com o sinal referente a um carbono 
carboxílico (C 174,79 ppm), indicando, portanto, a presença de um éster metílico na 
estrutura.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A partir daí, mais algumas atribuições, quanto aos deslocamentos químicos 
dos átomos da substância, puderam ser feitas por meio das correlações a duas e 
três ligações entre átomos de hidrogênio e carbono presentes no HMBC (Figura 38).  
H 7,42 ppm – C 123,5 ppm 
H 7,42 ppm – C 145,8 ppm 
H 7,41 ppm – C 151,3 ppm 
H 3,65 ppm – C 174,8 ppm 
H 6,77 ppm – C 145,8 ppm 
Figura 37. Mapa de contornos HMBC da substância protocatecuato de metila (CD3OD, 400 MHz). 
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Figura 38. Deslocamentos químicos de 
1
H e 
13
C, e correlações observadas no mapa de contornos 
HMBC para a substância protocatecuato de metila. 
Dessa forma, os carbonos fenólicos do anel são compatíveis com os 
deslocamentos químicos de C 151,0 e 145,8 ppm, enquanto que o carbono 
carboxílico, como já exposto, apresenta-se em C 174,8 ppm. Por sua vez, o C-6 
pôde ser atribuído ao valor C 123,5 ppm a partir da correlação com o sinal em 7,42 
ppm, referente ao H-2, e das correlações do átomo C-3 (145,8 ppm) com os H-5 e H-
6, com os deslocamentos respectivos de 6,77 e 7,41 ppm (Figura 37).  
O espectro de massas (Figura 39), em modo positivo [M-H]+, demonstrou a 
presença do sinal m/z 169,1 e comprovou a estrutura do composto, o qual apresenta 
a fórmula molecular C8H8O4 e massa calculada de 168,04.  
 
Figura 39. Espectro de massas [M-H]
+
 para o protocatecuato de metila. 
O metabólito isolado trata-se de um derivado do ácido protocatecuico (Figura 
40); substância amplamente distribuída em plantas sob a forma livre ou como 
constituinte de diversos compostos aromáticos; como gomas e resinas, e derivados 
de flavonoides e pigmentos (LINK, ANGELL, WALKER, 1929). É relatado por possuir 
atividade antioxidante acentuada (HYOGO, KOBAYASHI, SAZ et al, 2010) e 
potencial de prevenção do câncer (TANAKA T., TANAKA T., TANAKA M., 2010). 
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Figura 40. Estrutura química do ácido protocatecuico. 
Por sua vez, em trabalhos publicados, o protocatecuato de metila (metil 3,4- 
dihidroxibenzoato) apresentou certa atividade antinflamatória e também antioxidante 
(CHENG, ZHANG, LIANG et al, 2013); com potencial para captura de radicais livres 
(AZIZUDDIN, MAKHMOOR, CHOUDHARY, 2010).  
 
4.7.4 Substâncias 5, 6 e 7 
 
Os compostos α-amirina (5), -amirina (6) e lupeol (7) são terpenos 
extremamente comuns e encontrados em todos os tipos de plantas. Na família 
Euphorbiaceae, também são amplamente distribuídos (MATOS, 2011, REFAHY, 
2011, FELIU, 2011).  
Os terpenos compõe uma grande família de produtos naturais derivada de 
unidades C5 (unidade isoprênica). Imaginava-se que o próprio isopreno (figura 41) 
estaria envolvido na formação desses compostos, mas atualmente sabe-se que as 
unidades básicas e ativas para a biossíntese são: dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e 
isopentenil pifosfato (IPP) (Figura 41). A partir daí, várias estruturas podem ser 
formadas e modificadas por diversos tipos de reações, originando uma ampla gama 
de derivados terpenóides (PADUCH, SZERSZEN, TRYTEK, 2007, DEWICK, 2002); 
como é o caso da própria molécula de loliolida (Figura 24) descrita anteriormente 
neste trabalho.  
    OPP      OPP 
Figura 41. Estruturas do isopreno, DMAPP e IPP, respectivamente. 
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Dessa forma, por exemplo, monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (com 
dez, quinze e vinte carbonos, respectivamente), são formados por duas, três e 
quatro unidades isoprênicas. Seguindo a mesma regra, triterpenos são compostos 
de trinta carbonos. Apresentam diferentes subgrupos; como triterpenos do tipo 
ursano (α-amirina), oleanano (-amirina) e lupano (lupeol) (Figura 42) (MATOS, 
2011).  
(5)   
H
HO
     (6)   
HO
 
                          (7)       
HO
 
Figura 42. Estruturas químicas da α-amirina (5), -amirina (6) e lupeol (7). 
A identificação desses três metabólitos, presentes nas subfrações de origem 
hexânica, foi possível devido à comparação dos dados de RMN de 1H com a 
literatura (ZANON, PEREIRA, BOSCHETTI et al, 2008, MATOS, 2011, 
CHATURVEDULA, ZHOU, GAO et al, 2004) e análise por CG-EM.  
No espectro de RMN de 1H da subfração W9FH5.5.1 (Figura 43), pôde-se 
observar a presença de todos os três compostos em mistura.  
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Figura 43. Espectro de RMN de 
1
H para α-amirina, -amirina e lupeol em mistura (CDCl3, 400 MHz). 
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Os sinais em H 5,17 (t, J = 3,5 Hz) e 5,12 ppm (t, J = 3,2 Hz) foram 
compatíveis com os deslocamentos químicos dos átomos de hidrogênio olefínico da 
-amirina e α-amirina, respectivamente. Enquanto isso, a presença do lupeol foi 
sugerida pelos sinais em H 4,67 (d, J = 2,4 Hz) e 4,56 ppm (dd, J = 2,4 e 1,6 Hz), 
relacionados aos átomos de hidrogênio olefínicos geminais da molécula (Figura 42). 
Por sua vez, o multipleto na região de H 3,20 ppm representa os hidrogênios 
oximetínicos que as três substâncias  possuem em sua estrutura química.   
A confirmação da presença dos terpenos deu-se por CG-EM. O 
cromatograma (Figura 44) indicou tempos de retenção de 20,653 min para -amirina, 
20,672 para α-amirina e 21,750 min para o lupeol, demonstrando uma similaridade 
na faixa de 90% entre os compostos identificados experimentalmente e a biblioteca 
do equipamento utilizado.  
     
 
 
 
Figura 44. Cromatograma da subfração W9FH5.5.1 e espectros de massas da α-amirina, -amirina e 
lupeol, respectivamente. 
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Nos espectros de massas (Figura 44), os picos m/z 426, correspondentes aos 
íons moleculares dos compostos (ZANON, PEREIRA, BOSCHETTI et al, 2008, 
MATOS 2011), confirmaram a existência dos mesmos na amostra.  
Na subfração W9FH5.3.2 também foi identificada a estrutura da -amirina. O 
cromatograma obtido por CG-EM (Figura 45) exibiu um tempo de retenção para o 
metabólito de 20,819 minutos, com similaridade de 94% entre o resultado 
experimental e a biblioteca do equipamento utilizado. O espectro de massas, por sua 
vez, demonstrou o pico do íon molecular do composto (m/z = 426).  
No espectro de RMN de 1H (Figura 46), a existência do sinal em H 5,17 ppm 
(t, J = 3,5 Hz) possibilitou verificar a presença do metabólito de forma minoritária em 
meio a mistura.  
 
 
 
Figura 45. Cromatograma da subfração W9FH5.3.2 e espectro de massas da -amirina. 
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Figura 46. Espectro de RMN de 
1
H para -amirina (CDCl3, 400 MHz). 
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Os terpenos constituem, portanto, o grupo mais complexo e diversificado de 
metabólitos secundários e o segundo maior em termos de relevância farmacológica 
(FELIU, 2011). Tais compostos manifestam grande utilidade no tratamento de várias 
doenças, por possuírem propriedades anticancerígina, antibacteriana, antifúngica, 
antiparasitária, antiviral, antialérgica, anti-espasmódica, anti-inflamatória, 
imunomoduladora, dentre outras (PADUCH, SZERSZEN, TRYTEK, 2007). Podem 
também atuar como inseticidas naturais e protetores que aumentam o tempo de 
armazenagem de produtos agrícolas (FELIU, 2011, PADUCH, SZERSZEN, TRYTEK, 
2007).  
Especificamente, alguns triterpenos possuem atividades fisiológicas bastante 
estudadas. A α-amirina e -amirina, por exemplo, ostentam ações anticonvulsivante, 
antidepressiva, ansiolítica e sedativa (FELIU, 2011).  
 
4.7.5 Substância 8 
 
Identificado também de forma minoritária e em mistura a partir do 
fracionamento cromatográfico do extrato hexânico, o composto 8 foi definido como 
sitosterol (Figura 47) por meio do RMN de 1H, CG-EM e comparação com a literatura 
(ZANON, PEREIRA, BOSCHETTI et al, 2008, SANTOS, OLIVEIRA, VARELLA et al, 
2010).  
HO  
Figura 47. Estrutura química do sitosterol (8). 
No espectro de RMN de 1H (Figura 48), o sinal em H 5,34 ppm (d, J = 5,4 
Hz), relacionou-se ao hidrogênio olefínico da estrutura, enquanto o sinal na região 
de H 3,50 ppm (m), correspondeu ao sinal típico de seu átomo de hidrogênio 
oximetínico.  
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A confirmação da presença do sitosterol deu-se pelo cromatograma obtido por 
CG-EM (Figura 49), o qual exibiu tempo de retenção para a molécula de 29,917 min 
e similaridade de 91% entre o composto identificado experimentalmente e a 
biblioteca do equipamento.  
Já o espectro de massas apresentou o pico m/z 414 correspondente ao íon 
molecular do metabólito (SANTOS, OLIVEIRA, VARELLA et al, 2010) (Figura 49).  
 
 
Figura 49. Cromatograma da subfração W9FH5.6.2 e espectro de massas do sitosterol. 
Os esteroides tratam-se de triterpenos modificados contendo um sistema 
tetracíclico em sua estrutura. Especificamente, os fitoesteroides diferem das 
estruturas encontradas em outros tipos de organismos por apresentarem 
grupamentos álcool livres ou ainda por estarem associados a ácidos graxos. São 
formados por 28 ou 29 carbonos e agrupam-se em mais de 40 tipos de esqueletos 
diferentes, sendo o sitosterol, estigmasterol (IX) e campesterol (X) os mais presentes 
em plantas (Figura 50) (DEWICK, 2002, FELIU, 2011).  
HO    HO  
Figura 50. Estruturas químicas do estigmasterol (IX) e campesterol (X), respectivamente. 
O sitosterol é o fitoesteroide com 29 carbonos mais abundante no reino 
vegetal, estando igualmente muito difundido em espécies da família Euphorbiaceae 
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(CONEGERO, IDE, NAZARI et al, 2003, ZHAO, WOLFENDER, MAVI et al, 1998). É 
também considerado um dos mais importantes em termos medicinais, exibindo 
atividades hipocolesterolêmica, antioxidante e anticâncer (FELIU, 2011).  
 
4.8 Avaliação das substâncias isoladas no teste de inibição de 
catepsinas 
 
Todas as quatro substâncias isoladas foram ensaiadas frente às catepsinas K, 
L e V, na concentração de 100 μmol/L (%).  
Tanto loliolida, ácido gálico, galato de etila e protocatecuato de metila exibiram 
porcentagem de inibição igual à zero para todas as enzimas do teste, demonstrando 
que, provavelmente, a ação contra essas catepsinas, exibida principalmente pela 
fração acetato de etila, deve-se a substâncias não isoladas neste trabalho.  
 
4.9 Considerações sobre o ensaio das substâncias isoladas frente a 
células tumorais 
 
Apesar de o extrato bruto não ter apresentado uma viabilidade celular menor 
que 50% no ensaio, sabe-se que ensaios biológicos utilizando extratos brutos são 
mais aplicados como forma de triagem e não estão livres de gerar resultados falso-
negativos/positivos. Ao mesmo tempo, a família Euphorbiaceae ostenta diversos 
metabólitos secundários isolados os quais exibem potencial atividade 
anticancerígena. A espécie Croton cajucara, por exemplo, e como já descrito, é fonte 
da substância trans-desidrocrotonina (trans-DCTN) com comprovada ação nesse 
aspecto (COSTA, MAGALHÃES, GOMES et al, 2007) e alvo de vários estudos 
farmacêuticos no intuito de sua aplicação terapêutica. 
Adicionalmente, algumas das próprias substâncias aqui isoladas, como a 
loliolida e o galato de etila, foram relatadas, em outros trabalhos, apresentando 
atividade citotóxica (CONEGERO, IDE, NAZARI et al, 2002, KALAIVANI, 
RAJASEKARAN e MATHEW, 2011)  perante células tumorais. Todavia, a pequea 
quantidade de massa obtida no isolamento inviabilizou o teste com essas 
substâncias.  
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5. CONCLUSÃO 
 
O estudo químico das folhas de Pachystroma longifolium levou ao isolamento 
da loliolida, uma lactona terpênica, e de três compostos fenólicos: ácido gálico, 
galato de etila e protocatecuato de metila. Adicionalmente, foram identificados os 
triterpenos α-amirina, -amirina e lupeol, e o esteroide sistosterol.  
Visto que essa espécie, e também o próprio gênero, não apresentam nenhum 
estudo químico e/ou biológico até agora publicado, as informações aqui obtidas 
contribuem de forma essencial para iniciar o maior conhecimento de ambos. 
Sabendo-se que a família Euphorbiaceae ostenta uma ampla variedade química e 
diversas ações biológicas relatadas, inclusive de relação com a medicina popular, 
considera-se que a espécie P. longifolium pode ainda apresentar muitos constituintes 
interessantes em tais pontos de vista.  
Apesar de as substâncias isoladas não terem manifestado resultados 
positivos quando ensaiadas, a ação inibidora de catepsina V apresentada, 
principalmente pela fração acetato de etila, é passível de destaque. Visto essas 
enzimas serem atualmente relatadas como interessantes alvos terapêuticos, pelo 
fato de estarem envolvidas em diversos processos fisiopatológicos, tem-se, neste 
ponto, um potencial caminho para continuação dos estudos.  
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